







Dom34:Hbs1複合体の No-Go Decayにおける機能解析と標的 mRNAの解析  
 





る制御を受けることが、ナンセンス変異依存 mRNA 分解系(nonsense-mediated decay：NMD) 
(Kervestin et al., 2012)や、終止コドンを欠失変異した異常 mRNA特異的分解系であるノンスト
ップ依存分解系(non stop decay：NSD) (van Hoof et al, 2002)、翻訳伸長阻害に依存した mRNA
分解系(no go decay：NGD) (Doma and Parker, 2006)などの研究より明らかにされてきた。 
 
1. Dom34:Hbs1複合体の No-Go Decayにおける分子機能の解析 
	 真核生物の mRNA品質管理機構の一つである NGD（No-Go Decay）は、人工的な二次構造
等により翻訳伸長反応が阻害されたリボソームを認識し、その配列近傍で mRNA分子内切断
を引き起こすことで mRNAを排除する。一方、NSD (Non-Stop Decay)は終止コドンを欠失し
た mRNAの分解を促進する。Dom34:Hbs1複合体は NGDにおいて翻訳伸長が阻害されたリボ
ソームを解離することで、mRNAの分子内切断（NGD）を促進すると考えられてきた。先行
研究により Dom34:Hbs1複合体が終止コドンを持たない mRNAの 3’末端からリボソームを解
離することでその翻訳を促進することが示唆された。本研究では、Dom34:Hbs1 複合体が、
NGD と NSD の 2 つの経路において、NGD の 5’側切断断片及び、ノンストップ mRNA の分
解に関与しているか明らかにすることを目的に解析を行った。ハンマーヘッドリボザイム配
列（Rz）を GFPの下流に挿入し、人工的な 5’-NGD中間産物同様に終止コドンを持たない、




以上の結果から、Dom34:Hbs1複合体が細胞内において NGDにより生じる 5’側 NGD中間産
物及び、ノンストップ mRNAの 3’末端で翻訳伸長反応が阻害された mRNAよりリボソーム
を解離することで、その分解を促進する機能を持つことが明らかになった（Figure. 1）。 









解析が行われている(Bengtson and Joazeiro 2010, Matsuda et al., 2013)。一方、後者に関しては
Dom34:Hbs1複合体を含めたリボソーム解離因子の解析が行われている。 
 
2. tRNAスプライシングエンドヌクレアーゼによる CBP1 mRNAの分子内切断機構の解析 
	 mRNA の二次構造や連続したレアコドン、連続した塩基性アミノ酸配列が NGD を引き起
こすことが報告されているが、そのエンドヌクレアーゼ及び細胞内在性の分子内切断を受け
る mRNAは不明であった。本研究では上述の研究の過程で Dom34:Hbs1複合体により分解が
促進される CBP1 mRNA が分子内切断を受けることが示唆されたため、その分子機構の解析
を行った。CBP1は核にコードされ、ミトコンドリアマトリックスに輸送されるタンパク質で
あり、チトクローム b の翻訳に関与する。CBP1 mRNA における分子内切断には、ミトコン
ドリア局在化シグナルの翻訳及び、ORF中の 75 nt長の配列が二次構造を形成することが必要
十分であった。さらに、tRNA スプライシングエンドヌクレアーゼ SEN 複合体の構成因子で
ある Sen2のエンドヌクレアーゼ活性変異株、ならびに Sen54のミトコンドリア局在変異株に
おいて分子内切断が起こらなくなった。また、精製した SEN複合体が CBP1 mRNAの分子内
切断を行うことが試験管内反応で観察された。次に、細胞内において分子内切断を受ける
mRNAを網羅的に同定することを試みた。上述のDom34:Hbs1複合体の解析において、dom34Δ
変異株でノンストップ mRNAの 3’末端で mRNAが分子内切断され、50-140 nt長の mRNA断
片が生じることを見いだした。この RNA 断片を RNA-seq 法により同定し、得られたシーケ
ンス情報を解析した結果、CBP1 mRNA同様にミトコンドリアに局在する mRNAが分子内切
断を受けることが複数の mRNAで明らかになった。以上の結果から、CBP1 mRNAは翻訳に
共役してミトコンドリアに輸送され、SEN 複合体に ORF 中の二次構造が認識されることで、
分子内切断を受けることが示唆された（Figure. 2） 
	 本研究では、ミトコンドリアに局在するタンパク質をコードする mRNA としての CBP1 
mRNAの特徴を中心に解析したが、CBP1 mRNA自体もミトコンドリアに局在する mRNAで
あることが報告されている(Saint-Georges et al., 2008)。mRNAの翻訳はその品質管理にも重要
であるが、その局在にも影響を与えることが報告されており(Mark et al., 2002; Garcia et al., 




された。。また、動物細胞において SEN 複合体は核に局在しており、また、SEN タンパク質
(TSEN54, TSEN2, TSEN34)の異常はヒトにおいて脳橋小脳形成不全を引き起こすことが知られ
ている(Budde et al., 2008)。ヒトにおける脳橋小脳形成不全の原因が SEN複合体の不活化によ
り、mRNAの品質管理を行えなくなってしまったことによる可能性がある。 
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全 mRNA の数%を占める細胞内の主要な異常 mRNA であり、ORF 内での誤ったポリ(A)鎖
付加反応によって産生される。ノンストップ mRNA は、mRNA 品質管理の１つである NSD
（Non-Stop Decay:ノンストップ mRNA 分解系）によって迅速に分解される。ノンストップ
mRNA の 3’末端で停滞したリボソームが mRNA から解離することが、エキソソームによる
ノンストップ mRNA の分解に必須であるが、その分子機構は長らく不明であった。論文提
出者である坪井逹久氏は、真核生物における NSD の分子機構を解明する目的で、翻訳終結
因子 eRF1:eRF3 複合体と相同性を示す新規翻訳因子複合体 Dom34:Hbs1 の機能解析を行っ
た。リボソームがノンストップ mRNA の末端で停滞した場合に、Dom34:Hbs1 複合体が A
サイトに結合してリボソームを mRNA から解離させる結果、ノンストップ mRNA が 3’末
端からエキソソームによって迅速に分解されることを明らかにした。また翻訳伸長阻害に
依存した mRNA 品質管理機構である NGD においても、Dom34:Hbs1 複合体が重要な役割
を果たす事を明らかにした。論文提出者は以上の内容を原著論文（Tsuboi et. al., Molecular 
Cell, 2012, 26: 518-529）として発表している。 
次に坪井逹久氏は、ミトコドリアに局在する CBP1mRNA における mRNA 分子内切断
を発見した。CBP1 は核にコードされ、ミトコンドリアマトリックスに輸送されるタンパ
ク質であり、チトクローム b の翻訳に関与する。CBP1 mRNA における分子内切断には、
ミトコンドリア局在化に必要な配列と、ORF 中の 75 nt 長の配列が二次構造を形成するこ
とが必要であった。さらに、tRNA のスプライシングに必須な tRNA スプライシングエンド
ヌクレアーゼ Sen 複合体によって CBP1 mRNA は切断されており、この切断には CBP1 
mRNA のミトコドリアへの局在が必須であった。この結果は、mRNA 品質管理機構におけ
るオルガネラ局在の全く新しい機能を示唆している。 
以上の成果は、翻訳因子複合体 Dom34:Hbs1 の生体内における新規機能を解明するととも
に、mRNA 品質管理機構の全体像を理解する上でも重要な視点を提供するものである。 
 よって，本論文は博士（薬学）の学位論文として合格と認める。 
